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(g) Die Erfindung betrifft eine Coimmobilisatschicht, die - in 
eine Polymermatrix eingeschlossen - Dehydrogenase und/ 
Oder Reduktase und ihre Cofaktoren bzw. deren Komplexe 
enthatt wobei der Cofaktor an einen potymeren Spacer 
gekoppelt ist. 
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Die Erfindung betrifft eine Coimmobilisatschicht, die 
aus einer Polymermatrbc besteht, wobei diese Polymer- 
matrix Dehydrogenasen und/oder Reduktasen mit ihren 
Cofaktoren bzw. deren Komplexe gebunden an einen 
polymeren Spacer enthalt Die Erfindung betrifft wei- 
terhin ein Verfahren zur Herstellung einer derartigen 
Schicht sowie deren Verwendung fur Enzymsensoren. 

In den letzten zwei Dekaden wurden eine Reihe ver- 
schiedener Untersuchungen auf den Gebieten der En- 
zymtechnoiogie und Biosensorik vorgenommen, die 
zum Ziel hatten, die Notwendigkeit der Cofaktorzugabe 
Oder -nachfahrung beim Arbeiten mit Bioreakioren und 
-sensoren mit Dehydrogenasen zu umgehen. 

So wurden eine Reihe von Verfahren entwickelt, die 
die Kopplung des Cofaktors an das Apoenzym zum Ziel 
hatten, um sogenannte "semisynthetische Holo-Deh- 
ydrogenasen" zu erhalten, Steilvertretend seien hier die 
Arbeiten von Mansson et al (Meth. EnzymoL 89, 
457—468) genannt, die ein NAD-Derivat an Leberalko- 
hol-Dehydrogenase koppelten, Oblicherweise sind der- 
artige Methoden mit einem hohen praparativem Auf- 
wand verbunden. Zur Anbindung aktivierter Cofaktor- 
anaioga ist eine modifizierbare Gruppe in der Nahe der 
Cofaktor-BindungsstelJe erforderliclv wie sie Persson et 
al. (Biotechnology 9 (1991) 280--284) an Glycosedeh- 
ydrogenase genetisch erzeugten, um sodann aktiviertes 
Thiol-NAD uber eine Disuifidbindung anzubinden. An- 
dernfalls ist man auf geeignete reaktive Gruppen im 
nativen Enzym angewiesen, so da& eine Optimierung 
des Spacers zwischen Enzym und Cofaktor erforderlich 
isL Allerdings kann durch die mit jeder Modifizierung 
einhergehende strukturelle Ver^nderung des Enzyms 
dessen Aktivitat beeintrachtigt werden. Weiterhin soli- 
ten hier die Untersuchimgen von Yomo et aL (Eur. J 
Biochem. 200 (1991) 759—766; Eur. J. Biochem. 203 
(1992) 533—542) erwahnt werden, die mit Polyethylen- 
glykol (PEG) als Spacer aktive Konjugate aus Mediator, 
Cofaktor und Enzym darstellten. Auch hier ist die Her- 
stellung mit aufwendigen Aufreinigungen der modifi- 
zierten Enzyme verbunden. Zudem stellt sich gerade bei 
Verwendung von PEG als relativ langem Spacer die 
Frage, ob hier nicht besser auf die Anbindung an das 
Enzym vcrzichtet werden sollte und stalt dessen Enzy- 
me wie Cofaktor z. B. kovalent auf einem Trager fbciert 
werden soUten. Somit wurde die fur die meisten biotech- 
nologischen und biosensorischen Anwendungen ohne- 
hin erforderliche Immobilisierung gleichzeitig vorge- 
nommen, ohne daB eine zusatzliche strukturelle Beein- 
trachtigung durch die Cofaktorfbcierung in Kauf ge- 
nommen werden muBte. 

Derartigen Verfahren ist gemeinsam, daB die Enzym- 
und Cofaktor-Modifizierungen relativ aufwendig sind 
und fur jedes Enzym die Methoden einzeln optimiert 
werden mUssen. Zudem ist fur viele Anwendungen, ins- 
besondere in der Biosensorik, eine Immobilisierung der 
so erhaltenen Holoenzyme erforderlich, die deren Akti- 
vitat weiter beeintrachtigen konnte. Daher ist sowohl 
die Entwicklung als auch die Produktion von Dehydro- 
genasen/Reduktasen-basierenden stoffwandelnden Ka* 
talysesystemen bzw. Biosensoren auf Basis solcher Me- 
thoden aufwendig und katalytisch wenig effizienu 

Ein anderer Ansatz besteht in einer Immobilisierung 
yon Enzym und Coenzym nebeneinander unter Ermog- 
lichung ihrer Wechselwirkung. Hierbei wird gleichzeitig 
die Immobilisierung der Biokomponente bewerkstelligt, 
was fQr die meisten Anwendungen ein bedeutender 



Vorteil isL Coimmobiilsierungen auf der Basis von kova- 
lenter Anbindung von Dehydrogenase und modifizier- 
tem Cofaktor an einem gemeinsamen Trager wurden 
von Mosbadi et al (Meth. Enzymol. 89, 457—468) be- 
5 schrieben. Als Trager diente Agarose. Die Praparatio- 
nen zeigten enzymatische Aktivitat, die jedoch in L6- 
sung mit geJostem freien Cofaktor noch erheblich an- 
stieg. Offensichtlich garantierte die Coimmobilisierung 
also nicht die Prasenz der fur maximale Aktivitat erfor- 
10 derlichen Mengen Cofaktor. Eine Regeneration des ge- 
bundenen Cofaktors mittels eines organischen Farbstof- 
fes war nicht moglich. Damit ist diese Methode zum 
Einsatz in amperometrischen Biosensoren mit mediier- 
ter NADH-Detektion ungeeigneL 
15 Ebenfalls bekannt ist die "site-to-site^-Coimmobilisie- 
rung zweier Enzyme mit NAD mit einem gemeinsamen 
Cofaktormolekul. So beschreiben z. B. Jun et al. (Dyues 
and Pigments 16 (1991) 11 -17) die Coimmobilisierung 
von Alkoholdehydrogenase, Lactatdehydrogenase und 
20 NAD, die ein enzymatisches Regenerieren von NAD 
eriaubt 

Mazid und Laidler (BiotechnoL Bioeng. 24 (1982) 
2087—2097) beschreiben die Anbindung von Alkohol- 
dehydrogenase und einem Cofaktoranalog nebeneinan- 
25 der auf Nylon. Die erhaltene Preparation wies enzyma- 
tische Aktivitat auf und der gebundene Cofaktor konnte 
auch mittels eines organischen Farbstoffes regeneriert 
werden. Wie bei alien kovalenten Immobilisierungen ist 
mit dieser auf Nylon als Substrat beschrankten Metho- 
30 de jedoch weder eine lokal begrenzte Immobilisierung 
noch eine beliebige Steigerung der Menge immobilisier- 
ten Enzyms moglich. 

Versuche, bei der Quervemetzung von Dehydrogena- 
sen mit Glutaraldehyd und gegebenenfalls BSA auch 
35 NAD mit zu vemetzen, beschreiben Blacdel und Jen- 
king (Anal Chem. 48 (1976) 1240—1246) sowie Legoy et 
aL (Biochemie 62 (1980) 341-345). Bei der chemischen 
Anbindung des NAD an das Enzym durch Verknupfung 
von Aminofunktionen ist jedoch ein erheblicher Aktivi- 
40 tatsverlust zu erwarten. Die gemessene Aktivitat kdnn- 
te auch durch im quervemetzten Gel lose eingeschlosse- 
nen oder adsorbierten Cofaktor bedingt sein. Zudem ist 
eine Immobilisierung durch Quervemetzung sehr pro- 
blematisch, und die Methode als solche erfordert relativ 
45 groBe Mengen an Enzym bei oftmals deutlichem Aktivi- 
tatsverlust. 

Yabuki et aL versuchten, Dehydrogenasen, einen Me- 
diator und NAE>(P) in elektrochemisch erzeugtes Poly- 
pyrrol einzuschlieSen. Wenngleich man ein Auswaschen 
50 des Cofaktors erwarten sollte, gelang hiermit die Detek- 
tion der Substrate Ethanol und Glutamat Allerdings 
wiesen die Sensoren relativ lange Einstellzeiten sowie 
eine mangelhafte SensitivitSt auf, die auf eine schlechte 
Wechselwirkung zwischen Enzym und Cofaktor hinwei- 
55 sen. Im Gegensatz zu anderen Methoden eriaubt die 
Immobilisierung durch Elektropolymerisation jedoch 
eine Kontrolle der Enzymmenge, der Schichtdicke der 
Immobilisatsdiicht und eine lokal defmierte Immobili- 
sierung etwa auf einzelnen aktiven Flachen von Elektro- 
60 denarrays. 

Die Adsorption von Alkoholdehydrogenase und 
NAD an PVC-Membranen und anschlieBendes Abdek- 
ken mit einer weiteren Membran wurde von Gotoh und 
Karube (AnaL Lett 27 (2) (1994) 273— 284) zur Herstel- 
65 lung eines Alkoholsensors ausgenutzt. Jedoch waren die 
erhaltenen Signale auBerst gering. Die Methode ermSg- 
licht offenbar keine spezifische Immobiliserung hinrei- 
chender Mengen an Cofaktorea 
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Den EinschluB von Enzym in ein radikalisch polymeri- 
sierbares Polyacrylamidgel beschreiben Yamazaki und 
Maeda (BiotechnoL Bioeng. 24 (1982) 1915- 1918). Ne- 
ben der aufwendigen Praparation der zur kovalenten 
Anbindung an das EinschluBpolymer entsprechend mo- 5 
difizierien Cofaktoren ist vor allem zu nennen, daB die 
kovalente Anbindung an die nichtidsliche Immobilisie- 
rungsmatrix eine optimale Wechselwirkimg Cofaktor/ 
Enzym raumlich beeintrachtigen durfte. 

Eine Reihe anderer in der Literatur beschriebener 10 
Sensoren auf Basis NAD(P)-abhangiger Dehydrogena- 
sen bedienen sich aufgrund der geschilderten Problema- 
tik einer Versorgung mit NAD aus verschieden gearte- 
ten Reservoirs, Dabei wird der Cofaktor z. R aus dem 
Elektrodenmaterial selbst (Biosensors & Bioelectronics 15 
6 (1991) 681—687) freigesetzu Es handelt sich nicht um 
einen reagenzJosen MeBfuhJer, vielmehr wird ein Rea- 
genz von "Sensor" selbst stetig freigesetzu Ein Nachteil 
solcher Systeme liegt vor allem darin, daB — abgesehen 
von der Kontamination der Probe — hierfiir hohe Men- 20 
gen Cofaktor. also auch Enzym. im Reservoir bzw. in der 
Elektrodenmatrix erforderlich sind (z. B. 28 Gew.-% 
und l4Gew.-% NAD in obengenannter Literatur^ so 
daB damit der Kostenvorteil eines Sensors im Vergleich 
z. B. zu einer FIA-Anordnung mit Cofaktor- Versorgung 25 
nicht mehr gegeben ist. Es handelt sich hier also nicht 
um eine Immobilisierimg im eigentiichen Sinne. 

Die geschilderten Verfahren fuhrten trotz einiger 
Teilerfolge nicht zu allgemein etablierten Methoden, die 
die Enzymklasse der Dehydrogenasen ahnlich attraktiv 30 
fur Biosensorik und Enzymtechnologie machten wie die 
Oxidasen. die keinen Cofaktor benotigen. 

Aufgrund der I^obiematik der oben geschilderten 
Untersuchungen wurden altemativ sogenannte Mem- 
branreaktoren untersucht. Hierbei werden bioaktive 35 
Molekiile hinter Dialysemembranen eingeschlossen, 
welche ein Substrat passieren kann. Soiche Reaktoren 
konnen dann prinzipiell anstelle von Immobilisatschich- 
len verwendet werdea Bereits Blaedel und Jenkins (An- 
al. Chem. 48 (1976) 1240—1246) hatten festphasenge- 40 
bundenes Coenzym zusammen mit einer Enzymldsung 
hinter einer Dialysemembran fixiert. Durch Ankopp- 
lung von aktiviertem NAD an verschiedene wasserlosli- 
che Polymere gelingt die Synthese von makromolekula- 
ren Cofaktoren, die nur eine geringfugige Beeintrachti- 45 
gung der Dehydrogenasen-Aktivitat im Vergleich zum 
freien Cofaktor mit sich bringen. Soiche polymermodifi- 
zierten Cofaktoren lassen sich leicht hinter Dialyse- 
membranen zuruckhalten. Dabei hat Polyethylenglykol- 
modifiziertes NAD die groBte Bedeutung erlangt. Mem- 50 
branreaktoren mit Dehydrogenasen und PEG-NAD 
konnen vor Elektroden fixiert werden, um so reagenzlo- 
se Enzymelektroden zu erhalten (GBF Monogr. 13, 
93—98). Ein Mediator kann in der MeBlosung geldst 
Oder auch an der Elektrodenoberflache adsorbiert vor- 55 
liegen. Das einfache Grundprinzip eriaubt die Verwen- 
dung fur die verschiedensten NAD(P)-a5hangigen Deh- 
ydrogenasen. Als Nachteile dieser Systeme ist vor allem 
die mangelnde Langzeitstabilitat zu nennen. Sie ist 
leicht zu erkiaren, da Enzyme wie modifizierter Cofak- eo 
tor geldst vorliegen. Zudem ist die Preparation solcher 
Membranreaktoren aufwendig; die Reaktoren mit der 
w^Brigen Enzym/PEG-NAD-L6sung mussen im Ge- 
gensatz zu lagerstabiien Coimmobilisatschichten vor 
der Messung frisch vorbereitet werden. Weiterhin wei- 65 
sen sie relativ hohe Ansprechzeiten auf. Dieser Effekt 
wird durch die verlangsamte Diffusion des makromole- 
kularen NAD-Derivates erklart (Sens. Act. B. 13—14 
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(1993)366-371). 

Aus CA 100 : 990 96 d ist eine Coimmobilisatschicht 
bekannt in die Dehydrogenase und NAD eingeschlos- 
sen ist Das Enzym ist dabei mit dem Matrixmaterial 
verknupfL 

Allen bekannten Verfahren ist gemeinsam, daB die 
resultierenden Coimmobilisate bei relativ aufwendiger 
Hersteliung fur reale Anwendungen nur eine unzurei- 
chende Stabilitit tmd vergleichsweise geringe enzymati- 
sche Aktivittten aufweisen. 

Ausgehend hiervon ist es Aufgabe der yorliegenden 
Erfindung, eine Coimmobilisatschicht anzugeben, die ei- 
ne hohe Stabilitat und eine gleichzeitig gegenuber dem 
Stand der Technik erhohte enzymatische Aktivitat auf- 
weist 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB geldst durch die 
kennzeichnenden Merkmale des Anspruches 1 . hinsichi- 
lich des Verfahrens durch die kennzeichnenden Merk- 
male des Anspruches 1 0 und in bezug auf die Verwen- 
dung durch Paten tan spnich 15. Die Unteranspriiche zei- 
gen voneilhafte Weiterbildungen auf. 

ErfindungsgemaB wird vorgeschlagen, die Dehydro- 
genase und/oder Reduktase mit ihren Cofaktoren bzw. 
deren Komplexen in eine Polymermatrix einzuschlie- 
Ben. wobei der Cofaktor an einen polymeren Spacer mit 
einem Molekulargewicht zwischen 2000 und 20 000 ge- 
koppelt ist. Oberraschenderweise hat es sich gezeigt, 
daB durch diese MaBnahme eine gegenuber dem Stand 
der Technik deutlich erhdhte Stabilitat und gleichzeitig 
eine erhdhte enzymatische AktivitSt erreicht. werden. 
Als polymere Matrix dient dabei ein polymeres Netz- 
werk, bevorzugt aus Poiyacrylat, Polyvin>dalkohoi, 
PolysuifonsSUxreester, Polysaccharid, Polypeptid, quer- 
vemetztes Polypeptid, Polyurethan, Polypyrrol, Poly- 
anilin, Poly-o>phenyiendiamin, Polyphenol oder Poly- 
phenothiazin. Die Aufgabe des Polymers ist dabei aus- 
schtieBlich, das Enzym bzw. die Enzyme imd den Cofak- 
tor bzw. dessen Komplex schonend und stabilisierend 
physikalisch einzuschlieBen. Bevorzugt ist vorgesehen, 
daB der Cofaktor NAD(P) oder NAD(P)H ist Erfin- 
dungswesentlich ist es, daB diese Cofaktoren an einen 
polymeren Spacer mit einem Molekulargewicht zwi- 
schen 2000 und 20 000 gekoppelt sind Dadurch wird 
einerseits das Austreten des niedermolekularen Cofak- 
tors aus der Polymermatrix verhindert, und andererseits 
nimmt der so modifizierte Cofaktor seine Spacer- Funk- 
tion wahr. Die polymere Spacerkomponente ist bevor- 
zugt ausgewahlt aus PolyeAylenglykol, Polypeptid oder 
Polysaccharid- Durch die eintretende IComplexbildung 
zwischen Enzym und Cofaktor wird erreicht, daB der 
Cofaktor auch in der Polymerstruktur noch zum korre- 
spondierenden aktiven Zentrum bin orientiert ist Auf 
diese Weise liegt der Cofaktor far das aktive Zentrum in 
einer sehr effizienten Konzentration vor. 

ErfindungsgemaB umschlieBt die Coimmobilisat- 
schicht alle an und fur sich aus dem Stand der Technik 
bekannten Dehydrogenasen bzw. Reduktasen. Ein 
OberbUck ist z. B. in P.D. Boyer (Ed.): The Enzymes, VoL 
XI, Academic Press, San Francisco, London, 1975, ange- 
geben. Bevorzugt ist die Reduktase bzw. Dehydrogena- 
se NAD- bzw. NADP-abhangig. 

Eine weitere bevorzugte AusfOhrungsform (Patent- 
anspruch 7) schlagt vor, daB die Polymermatrix zusatz- 
iich Redoxmediatoren enthalt Diese AusfOhrungsform 
ist besonders bevorzugt, wenn die Coimmobilisatschich- 
ten fur die Hersteliung von Elektropolymeren vorgese- 
hen sind. Beispiele fur Redoxmediatoren sind Phenazi- 
ne, Phenoxazine, Phenothiazinc oder Chinone. 
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Die beschriebenen Coimmobilisatschichten weisen 
bevorzugt cine Dicke von 0^ bis 50 |xm auf. Ganz be- 
sonders bevorzugt ist eine Dicke von 0,5 bis 25 pjn. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist weiterhin 
ein Verfahren zur Herstellung der vorstehend beschrie- 5 
benen Coimmobilisatschicht Dabei wird erfindungsge- 
maB so vorgegangen, daB zuerst eine waBrige Losung 
der Dehydrogenase und/oder Reduktase mit ihren Cof- 
aktoren hergestellt wird und diese Ldsung in eine waBri- 
ge Losung eines polymerisierbaren Monomeren oder in 10 
eine Prapolymer- bzw. Polymerldsung eingebracht 
wird, ErfindungsgemaB wird dabei so vorgegangen, daB 
0,5 bis 30 mg Enzymprotein (Enzym + Cofaktor) pro 
10 jil waBrige Pufferlosung eingesetzt wird. Als waBrige 
Pufferlosung kann z. B. 0,1 molare KCI dienen. Zur Her- 15 
steiiung der Polymermatrix ist es bevorzugt, die vorste- 
hend beschriebene Losung in eine wtBrige Pufferlosung 
eines polymerisierbaren Monomers oder in eine wSBri- 
ge Prapolymerldsung einzubringen. Als Monomere 
kommen dabei alle Ausgangsverbindungen in Frage, die 20 
sich zu den vorstehend erwahnten polymeren Netzwer- 
ken vemetzen lassen. Bevorzugt ist hierbei Pyrrol. 

Eine andere MdgUchkeit ist die Verwendung von 
wasserloslichen Prapolymeren wie z. B. wasserlosliches 
Urethan. Mdgllch ist auch» Polymer anzulosen und die 25 
erhaltene Ldsung einzusetzen. WaBrige Prapolymerid- 
sungen der vorstehend beschriebenen Polymere sind 
kommerziell erhaitlich, z. B. bei Sigma, Deisenhofen. 

Aus stofflicher Sicht umfaBt die Erfindung insbeson- 
dere alle Dehydrogenasen und/oder Reduktasen. die 30 
NAD- bzw. NADP-abhangig sind. Es wird hierbei be- 
vorzugt 1 Molekul Cofaktor pro Untereinheit des En- 
zyms eingesetzt. Sollte das Enzym z. B. vier Unterein- 
heiten (Subunit) aufweisea konnen bis zu vier Molekule 
Cofaktor eingesetzt werden. 35 

ErfindungsgemaB ist vorgesehen, daB die so herge- 
stellte Ldsung vemetzt wird. Es kann so vorgegangen 
werden, daB die Ldsung auf den zu beschichtenden Ge- 
genstand aufgebracht wird, z. B. auf eine Elektroden- 
oberflache, ein semipenneables Membran oder ein iner- 40 
tes Tr^germaterial, und daB dann die Vemetzung er- 
folgt. 

Das Aufbringen kann im Prinzip durch alle aus dem 
Stand der Technik bekannten Verfahren wie Aufsprii- 
hen, Aufschleudem oder auch Tauchen erfolgen. Die 45 
Poiymerisierung kann durch alle bekannten Verfahren 
wie physikalische Prozesse, chemische, photochemische, 
radikalchemische oder elektrochemische Reaktionen 
erfolgen. Die Dauer und Verfahrensparameter richten 
sich nach dem ausgewahlten Verfahren und sind aus 50 
dem Stand der Technik bekannt 

Bei Elektropolymerisierung wird so vorgegangen, 
daB der zu beschichtende Gegenstand in die Losung 
eingetaucht wird und die Vemetzung z. B. durch Anle- 
gen einer Spannung erfolgt 55 

Letzdich betrifft die voriiegende Erfindung die Ver- 
wendung der vorstehend beschriebenen Schichten fur 
Sensoren, bevorzugt fur Enzymsensoren. Fur diesen 
Anwendungsfall sind die vorstehend beschriebenen 
Coimmobilisatschichten besonders geeignet. so 

Fur Sensor-Anwendungen bei Elektropolymeren ist 
der gleichzeitige Einschlufi von Elektronenmediatoren 
vorteilhaft. insbesondere aus der Gruppe der bereits 
vorstehend erwahnten Phenazine, Phenoxazine, Phe- 
nothiazine oder Chinone, um eine Regenerierung des 65 
Cofaktors amperometrisch zu ermoglichen. Die enzy- 
matische Stoffwandlungen in Reaktoren erfolgt durch 
die Coimmobilisierung einer Dehydrogenase und einer 
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Reduktase durch die Regenerienmg des polymermodifi- 
zierten NAD(P)/NAD(P)H. 

Die Erfindung wird nachstehend anhand eines Aus- 
fuhrungsbeispieles und der Fig. 1 und 2 naher erlautert 

Es zeigen: 

Fig. I das Ansprechverhalten einer PolypyrroJ-Coim- 
mobilisat-beschichteten Platinelektrode, und 

Fig. 2 die ICalibriening des enzymatischen Ethanol- 
sensors durch Auswertung der Aufstockung unter- 
schiedlicher Ethanolkonzentrationen unter Batch- Be- 
dingungen. 

Eine waBrige Losung von 1 mg Moldola Blau, ca. 
2 mg Polyethylenglykol-nNAD(H) und 3 mg Alkohol- 
dehydrogenase aus Hefe in 2 ml 0,1 m KCI wurde mit 
Stickstoff entgast. Nach Zugabe von 25 ^1 Pyrrol wurde 
eine polierte Platinelektrode eingetaucht und fur eine 
Minute auf 700 mV vs. Ag/AgCl (3 M KCI) poiarisiert. 
Die auf der Elektrodenoberflache abgeschiedene Poly- 
merschicht wird nach grundlicher Spulung mit destiilier- 
tem Wasser in Puffer gelagert. Zur Messung wird sie in 
eine PBS- Puff erldsung getaucht und gegen eine Ag/ 
AgO-Referenzelektrode mit einer Polarisationsspan- 
nimg von 300 mV versehen. Das Ansprechverhalten der 
Elektrode ist in Fig. 1 dargestellL Die Ansprechzeit 
(90%) nach Zugabe von 63 mM Ethanol betragt ca. 8 
Sekunden. Die Abhangigkeit des Sensorsignals (Steady- 
state-Strom) von der Ethanoikonzentration ist in Fig. 2 
dargestellt. Die gezeigten Ergebnisse wurden am dritten 
Tag nach der Elektrodenpraparation erhalten. 

Die erfindungsgemaBe Schicht erlaubt somit langzeit- 
stabile Immobilisierungsschichten, die sowohl eine opti- 
male Enzym-Cofaktor- als auch Cofaktor- Mediator- 
Wechselwirkung garantierende Coimmobilisierung von 
Dehydrogenase und/oder Reduktase mit ihrem Cofak- 
tor unter Nutzung des schonenden und stabilisierenden 
physikalischen Einschiusses ermoglicht Seine prinzi- 
pielle Eignung auf der Grundlage von Elektropolyme- 
ren einschlieBlich der simultanen Inkorporierung von 
Redoxmediatoren gestattet das Aufbringen von Immo- 
bilisatschichten auf lokal definierte Elektrodenfiftchen 
sowie ein sehr schnelles Ansprechverhalten. 

Im Hinblick auf die im ailgemeinen hohe Stabilittt 
und Aktivitat von Dehydrogenasen sowie dem Urn- 
stand, daB mehr als 250 Dehydrogenasen fiir verschie- 
denste Analyte bekannt sind, ermdglicht dieses einfache 
und kostengOnstige Verfahren zur Coimmobilisierung 
von Dehydrogenase (gegebenenfalls Reduktase) und 
Cofaktor eine Vielzahl von Anwendungen sowohl fur 
die Realisierung neuartiger "'reagenzloser** Enzymsen- 
soren als auch fOr Bioreaktor-Entwicklungen zur en- 
zymkatalysierten Stoffwandlung. 

Patentanspriiche 

1. Coimmobilisatschicht, enthaltend — in eine Poly- 
mermatrix eingeschlossen — Dehydrogenase und/ 
Oder Reduktase und ihre Cofaktoren bzw. deren 
Komptexe, wobei der Cofaktor an einen polymeren 
Spacer mit einem Molekulargewicht zwischen 2000 
und 20 000 gekoppelt ist. 

2. Coimmobilisatschicht nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Spacer ausgewahlt aus 
Polyethylenglykol, Polypeptid oder Polysaccharid 
oder einer Mischimg davon. 

3. Coimmobilisatschicht nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Polymermatrix 
ein polymeres Netzwerk aus Polyacrylat, Polyvi- 
nylalkohol, PoIysulfonsEureester, Polysaccharid, 
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Polypeptid. quervemetztes Polypeptid Polyure- 
than, PoIypyrroU Poiyanilin, Poly-o-pheny!endi- 
amin. Polyphenol oder Polyphenothiazin ist. 

4. Coimmobilisatschicht nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daO die 5 
Cofaktoren polymer modifiziertes NAD(P) oder 
NAD(P)Hisi. 

5. Coimmobilisatschicht nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. dafi die 
Dehydrogenase eine NAD- oder NADP-abhangige 10 
Dehydrogenase ist 

6. Coimmobilisatschicht nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Reduktase eine NAD- oder NADP-abhangige Re- 
duktase ist 15 

7. Coimmobilisatschicht nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet daC die 
polymere Matrix insbesondere bei Elektropolyme- 
ren zusatzlich einen Redoxmediator enthait 

8. Coimmobilisatschicht nach Anspruch 7. dadurch 20 
gekennzeichnet daB der Redoxmediator ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe der Phenazine, Phenoxa- 
zine, Phenothiazine oder Chinone. 

9. Coimmobilisatschicht nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet daB 25 
ihre Dicke im Bereich von 0,5 bis 50 ]xm liegt 

10. Verfahren zur Herstellung der Coimmobilisat- 
schicht nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
9, dadurch gekennzeichnet daB 

(a) eine waBrige Losung der Dehydrogenase 30 
und/oder Reduktase mit ihren Cofaktoren 
bzw. deren Komplexen in eine waBrige Lo- 
sung von polymerisierbaren Monomeren und/ 
Oder einer PrSpolymer- oder Polymerldsung 
eingebracbt wind, und 35 

(b) die so erhaltene Ldsung vemetzt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Vemetzung des Prapolymers bzw. 
Polymers durch physikalische Prozesse, chemische, 
photochemische, radikalchemische oder elektro- 40 
chemische Reaktionen erfolgt 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch 
gekennzeichnet daB ein Molekul Cofaktor pro Un- 
tereinheit des Enzyms eingesetzt wird. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 45 
che 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet daB die nach 
Verfahrensschritt (a) erhaltene Losung auf eine 
Eiektrodenoberflache oder semipermeable Mem- 
bran Oder ein inertes Tragermaterial aufgebracht 
und anschlieBend vemetzt wird. 50 

14. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet daB im Falle 
einer Elektropolymerisienmg die Vemetzung 
durch Einbringen der Elektrode in die Ldsung di- 
rekt auf der Eiektrodenoberflache erfolgt 55 

15. Verwendung der Coimmobilisatschicht nach 
mindestens einem der Anspruche 1 bis 9 fur Senso- 
ren. 
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